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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Anafilaksija kot sistemska, življenje ogrožajoča alergijska reakcija, ki v kratkem času 
prizadene več organskih sistemov, je pretiran in neustrezen imunski odziv ob stiku s 
krivdnim alergenom. Med najpogostejše povzročitelje sodijo hrana, zdravila in strupi 
žuželk. Anafilaksija se pojavi hitro in povzroči različno klinično sliko, od lažjega srbenja 
in kožnih izpuščajev, do otekanja grla, težkega dihanja in znižanja krvnega tlaka, kar v 
najhujših primerih lahko povzroči celo smrt. Ocenjujejo, da je vsaj enkrat v življenju 
simptome anafilaksije doživelo 2 % ljudi, ta številka pa naj bi naraščala. 
Ključno vlogo pri anafilaksiji imajo mastociti in/ali bazofilci, ki ob aktivaciji sproščajo 
številne mediatorje, kar vodi do alergijskih reakcij. Kemokin CCL2 vpliva na migracijo 
bazofilcev, njegova koncentracija v serumu pa je ob anafilaksiji močno povišana, kar kaže 
na pomembno vlogo kemokina CCL2 na nastanek anafilaksije. Zanimivo je, da nekateri 
ljudje po stiku z alergenom, ki je drugim povzročil nastanek anafilaktične reakcije, 
doživijo le omejeno, t.i. 'veliko lokalno reakcijo' (VLR), spet tretji pa na isti alergen niti ne 
odreagirajo. Na nastanek alergijske reakcije in na njeno težo verjetno sočasno vpliva več 
dejavnikov, vključno z genetiko v kombinaciji z okoljskimi in drugimi lastnostmi 
posameznika. Izogibanje sprožilnemu dejavniku (alergenu) ni vedno možno, zato bi bilo 
poznavanje genetskih vzrokov bolezni možen dejavnik, ki bi omogočal identifikacijo 
bolnikov, ki so ogroženi za nastanek anafilaksije. Le-to je ključnega pomena za boljše 
razumevanje in obvladovanje bolezni. 
1.2 NAMEN DELA IN CILJI 
Na velikem številu vzorcev klinično dobro opredeljenih bolnikov s sistemsko 
preobčutljivostno reakcijo po pikih kožekrilcev bomo poskušali ugotoviti, ali polimorfizem 
v genu CCL2 vpliva na težo reakcije. V ta namen bomo genotipe CCL2, ki jih bomo 
določali s pomočjo alelne diskriminacije s PCR v realnem času, primerjali s težo reakcije, 
ki je definirana kot stopnja po Muellerju. V drugem delu magistrske naloge bomo na 
manjšem številu izbranih vzorcev preverjali vpliv polimorfizma v genu CCL2 na 
koncentracijo citokina CCL2 v serumu. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
1. Polimorfizem rs1024611 v genu CCL2 vpliva na težo reakcije po pikih kožekrilcev. 
Posledično so ljudje z določenim genotipom bolj dovzetni za nastanek anafilaksije.  
2. Polimorfizem rs1024611 v genu CCL2 vpliva na koncentracijo citokina CCL2 v serumu. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ALERGIJSKE REAKCIJE 
Alergijske bolezni so posledica prekomernega škodljivega imunskega odziva proti snovem, 
ki organizmu navadno niso škodljive. Simptomi se pojavijo, ko se imunski sistem sreča z 
alergenom, proti kateremu so se v preteklosti razvila specifična protitelesa in/ali specifični 
limfociti T. Glede na imunopatogenetski mehanizem ločimo 4 tipe alergijskih bolezni, 
katere sta Philip Gell in Robin Coombs (1963) razvrstila v štiri razrede od I do IV 
(Preglednica 1), (Slika 1). Anafilaksija je primer preobčutljivostne reakcje tipa I po 
Coombsu – Gellu, ki jo posredujejo protitelesa IgE.  
Preglednica 1: Gell-Coombsova klasifikacija preobčutljivostnih reakcij (Rajan, 2013) 
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Slika 1: Mehanizem delovanja preobčutljivostnih reakcij po Gell-Coombsovi klasifikaciji (prirejeno po 
Kazakova, 2018) 
2.1.1 Anafilaksija 
Najnevarnejša in najtežja oblika alergije je anafilaksija, definirana tudi kot akutna 
alergijska reakcija (Glavnik, 2010). Njen pojav je leta 1839 prvi eksperimentalno opisal 
François Magendie, ko je ugotovil, da so kunci, ki so tolerirali le eno injekcijo jajčnega 
albumina pogosto po drugi ali tretji dozi umrli. Domneval je, da so te reakcije "strupene", 
ker je vbrizgan albumin pri teh živalih deloval kot strup. Izraz anafilaksija se je prvič 
pojavil več kot 60 let pozneje, ko sta leta 1902 Charles Richet in Paul Portier v grščini iz 
besed ana (proti) in phylaxia (zaščita) skovala ta izraz in je pomenil lastnost, ki deluje kot 
strup za znižanje imunosti, namesto njene okrepitve (Ring in sod., 2010). Trenutna 
strokovna definicija anafilaksijo opredeljuje kot sistemsko, življenje ogrožajočo alergijsko 
reakcijo, ki v zelo kratkem času lahko prizadene različne organe. Po nekaterih podatkih je 
smrtnost bolezni tudi 2-3 primere na 100.000 oseb letno. Najbolj znani povzročitelji 
anafilaktičnih reakcij so hrana (mleko, soja, jajca, oreški in lupinarji), zdravila (antibiotiki-
penicilin, nesteroidna protivnetna zdravila, anestetiki), strup žuželk (čebela, osa, sršen) in 
lateks. Do 20 % anafilaktičnih reakcij je idiopatskih (Tupper in Visser, 2010). 
 
Anafilaksija je primer preobčutljivostne reakcije takojšnjega tipa (tip I po Gell - 
Coombsovi klasifikaciji). Bolezen je posledica degranulacije glavnih efektorskih celic 
anafilaksije, to so mastociti, ki jih najdemo v tkivih in bazofilci, ki se nahajajo v periferni 
krvi, oboje pa aktivirajo protitelesa razreda IgE (Stone in sod., 2010). V primeru 
neimunskega sproščanja mediatorjev iz mastocitov/bazofilcev, govorimo o 
psevdoanafilaksiji. Tako mastociti kot bazofilci izvirajo iz krvotvornih matičnih celic 
kostnega mozga, vendar bazofilci v kostnem mozgu popolnoma dozorijo in se šele nato 
sprostijo v krvni obtok, mastociti pa največkrat dozorijo šele v tkivu (Dahlin in sod., 2017). 
Razlika med njimi je tudi v življenjski dobi, saj imajo bazofilci le-to izredno kratko (60-70 
ur), medtem ko mastociti v tkivih lahko preživijo tudi do tri tedne (Stone in sod., 2010). 
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Akdis (2006) navaja, da je mehanizem alergijskega imunskega odziva zelo kompleksen in 
je odvisen od genetske nagnjenosti, načina vnosa alergena v telo in njegove količine, v 
nekaterih primerih tudi strukturne karakteristike alergena. Ob stiku z ustreznim alergenom 
(Tupper in Visser, 2010) niz signalov sproži v celicah B produkcijo alergen specifičnih 
protiteles IgE. Ob ponovni izpostavljenosti se kompleks specifični IgE-antigen veže na 
receptor FcεRI na mastocitih in/ali bazofilcih, kar sproži ustrezno signalizacijo in 
aktivacijo teh celic (Slika 2). To je povod za sprostitev vnetnih imunskih mediatorjev, kot 
so triptaza, histamin in serotonin (Dombrowicz in sod., 1996).  
 
 
Slika 2: Potek anafilaksije (prirejeno po Maggio, 2017)  
Mediatorji povzročajo alergijske simptome z neposrednim delovanjem na tkiva. Reakcija 
se širi z rekrutiranjem in aktiviranjem dodatnih vnetnih celic, predvsem eozinofilcev. Ti 
sproščajo dodatne mediatorje, vključno z mediatorji, ki izhajajo iz lipidov, kot sta 
prostaglandin D2 in cisteinil levkotriene (Slika 3) (Maggio, 2017; Reber in sod., 2017).  
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Slika 3: Mediatorji, ki jih izločajo bazofilci in mastociti (prirejeno po Maggio, 2017) 
Ti mediatorji povzročajo povečano prepustnost žilja, periferno vazodilatacijo, povečano 
proizvodnjo sluzi in kontrakcijo gladkih mišic v bronhijih (Tupper in Visser, 2010). 
Reakcija se pojavi nemudoma ob stiku z alergenom in povzroči simptome prizadetosti 
kardiovaskularnega sistema, dihal, kože in prebavil (Slika 4). Kot posledica sproščanja 
histamina med alergijsko reakcijo lahko pride do angioedema, kar označuje oteklino 
mehkih tkiv (jezik, grlo, ustnice, vrat, črevesne sluznice in prstov) in ima za posledico 
oteženo dihanje (Rupnik in sod., 2015).  
6 
Furjan T. Vpliv polimorfizmov v genu CCL2 na težo alergijske reakcije po pikih kožekrilcev.  




Slika 4: Klinični znaki anafilaksije (prirejeno po Reber in sod., 2017) 
Anafilaksija je življenje ogrožujoče stanje. V najbolj razviti klinični sliki vodi v 
anafilaktični šok in posledično kardiorespiratorno odpoved. Vzrok smrti pri anafilaksiji je 
najpogosteje zadušitev zaradi angioedema grla. Bolniki z opisanimi bolezenskimi znaki 
potrebujejo odstranitev vzroka, mehansko obnovitev dihalnih poti, vazopresorje in druge 
napredne tehnike oživljanja (LoVerde in sod., 2018). Zdravilo izbora za zdravljenje 
anafilaksije je adrenalin. Dve najpogostejši napaki zdravljenja povezani s smrtnostjo 
bolezni sta zamuda pri intubaciji in pri dajanju adrenalina (Tupper in Visser, 2010). 
Odvisno od klinične slike lahko določimo stopnjo anafilaksije po Muellerju (Preglednica 2 
in Slika 5) in tako določimo resnost bolezni in način zdravljenja (Mueller, 1990). Na mestu 
pika lahko nastane velika lokalna reakcija (VLR), ki označuje oteklino, premera večjega od 
10 cm, ki je srbeča in vztraja več dni. Velika lokalna reakcija je najverjetneje lokalna kasna 
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Preglednica 2: Razdelitev anafilaksije po Muellerju v štiri razrede glede na klinične znake (prirejeno po 
Mueller, 1990) 
Stopnja anafilaksije Simptomi 
1. stopnja • kožni simptomi (generalizirana urtikarija, srbenje, izpuščaj) 
• anksioznost, oslabelost, tahikardija 
2. stopnja • znaki 1. stopnje  
• želodčno-črevesne težave (bolečina v želodcu, slabost, bruhanje, bolečina v 
trebuhu, driska)  
• omotica, angioedem (otekanje mehkih tkiv), stiskanje v prsih 
3. stopnja • znaki 2. stopnje  
• respiratorni simptomi (hudo dušenje, piskanje v prsih, hripavost) 
4. stopnja • znaki 3. stopnje  
• hipotenzija (znižan krvni tlak), izguba zavesti, kolaps, cianoza (pomodrelost), 
inkontinenca vode in blata   
 
 
Slika 5: Porazdelitev primerov anafilaksije glede na težo reakcije, prijavljenih v register anafilaksije (n = 
4141) (od 1. januarja 2006 do 31. marca 2013); 95% CI, 95% interval zaupanja. Respiratorni in/ali 
kardiovaskularni simptomi so merila za vključitev v register, zato je stopnja I v tej populaciji premalo 
zastopana (prirejeno po Worm in sod., 2014) 
2.2 KOŽEKRILCI KOT POVZROČITELJI ANAFILAKSIJE 
Žuželke reda kožekrilcev (Hymenoptera) so eden glavnih povzročiteljev alergijskih reakcij 
(Slika 6). Med kožekrilce prištevamo družine Apidae, v katero sodita rodova Apis (čebele z 
več kot 5.700 vrstami) in Bombus (čmrlj s približno 250 vrstami), Formicidae (mravlje z 
več kot 15.000 vrstami) in Vespidae (ose in sršeni z več kot 15.000 vrstami) (King in 
Spangfort, 2000; Danforth in sod., 2013). V družino Apidae spadajo medonosne čebele, 
samotarske čebele in čmrlji. Samotarske čebele največkrat gnezdijo v luknjah v tleh ali v 
8 
Furjan T. Vpliv polimorfizmov v genu CCL2 na težo alergijske reakcije po pikih kožekrilcev.  
       Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
 
 
votlem lesu, medtem ko so medonosne čebele družabne žuželke, ki si gradijo gnezda 
(panje) v votlih drevesih ali drugih votlinah. Čebele so rastlinojede živali, ki živijo od 
nektarja in cvetnega prahu. Navadne ose, nemške ose in sršeni iz družine Vespidae so 
plenilski mesojedi, ki se hranijo z drugimi žuželkami, pa tudi s sladkimi snovmi kot sta 
drevesni sok in nektar. Nemške ose si gnezda pogosto ustvarjajo v zemlji, medtem ko 
sršeni in navadne ose gnezdijo v grmih in na drevesih. Za razliko od čebel, ose in sršene 
pogosto najdemo v bližini odprtih pločevink, sladke hrane in smeti. Prav tako so veliko 
bolj agresivne živali, medtem ko so čebele na splošno bolj krotke. Vendar bodo tudi čebele 
odločno branile svoje panje pred vsiljivci (Fitzgerald, 2006). 
 
Slika 6: Glavni povzročitelji anafilaksije iz rodu kožekrilcev (prirejeno po University of California, 2020) 
2.2.1 Strup kožekrilcev 
Žuželke ob piku v žrtev spustijo strup. Ose in sršeni lahko pičijo večkrat, medtem ko 
čebele po piku izgubijo želo in kmalu zatem umrejo (Fitzgerald, 2006). Da njihovi strupi 
vsebujejo alergene, je znano že dolgo časa (Loveless in Fackeler, 1959). Alergeni v strupu 
kožekrilcev so od 10 do 50 kDa veliki proteini, ki vsebujejo od 100 do 400 aminokislinskih 
ostankov (Preglednica 3). Izjema je ena izmed komponent čebeljega strupa melitin, ki je 
polipeptid, sestavljen iz 26 aminokislin (King in sod., 1976).  
Preglednica 3: Primerjava vsebnosti strupa različnih kožekrilcev (Fitzgerald in Flood, 2006) 
Apis (čebele ) Vespidae (osa, sršeni) Formicidae (rdeče mravlje) 
• Melitin  
• Fosfolipaza A  
• Degranulator mastocitov 
• Hialuronidaza  
• Apamin  
• Biogeni amini  
• Kisla fosfataza 
• Minimin 
• Fosfolipaza A 
• Kisla fosfataza 
• Hialuronidaza 
• Antigen 5  
• Biogeni amini 
• Kinini 
• Acetilholin 
• Serotonin  
• Fosfolipaza  
• Piperidini 
• Hialuronidaza  
• Biogeni amini 
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Glavna komponenta čebeljega strupa je nevrotoksičen polipeptid melitin, ki deluje kot 
detergent za prekinitev fosfolipidov v celičnih membranah. Posledično spremeni 
prepustnost celic in povzroča sproščanje histamina. Melitin velja za snov, ki je najbolj 
odgovorna za lokalno bolečino. Poleg tega inducira sproščanje kateholamina, ki deluje s 
fosfolipazo A in povzroča intravaskularno hemolizo. Fosfolipaza A predstavlja glavni 
antigen in/ali alergen v čebeljem strupu. Pomembno vlogo ima tudi degranulator 
mastocitov, ki poleg degranulacije mastocitov povzroča tudi sproščanje histamina in 
drugih vazoaktivnih aminov. Hialuronidaza povzroča spremembe v prepustnosti celic s 
spremembo celičnih membran in motnjah v kolagenu in tako lahko druge komponente 
strupa prodrejo v tkiva žrtve. Njena funkcija je torej širjenje strupa po tkivih. Apamin 
deluje na živčni sistem, predvsem na hrbtenjačo in lahko povzroča krče. Strup vsebuje tudi 
biogene amine (histamin, dopamin in norepinefrin) ter druge neidentificirane beljakovine 
(Hahn in Lewin, 2002).  
 
Strup žuželk iz družine Vespidae vsebuje tri glavne beljakovine, ki delujejo kot alergeni 
(fosfolipaza A in B, hialuronidaza in antigen 5) in številne peptide in biogene amine 
(Lichtenstein in sod., 1979). Melitina ne vsebuje. Intenzivna bolečina osjih ali sršenjih 
pikov nastane zaradi serotonina, kinina in acetilholina. Njihov glavni alergen v strupu se 
imenuje antigen 5, vendar njegova biološka aktivnost še ni v celoti znana. Podobno kot pri 
čebeljem strupu tudi tukaj najdemo degranulator mastocitov, vendar je njegovo delovanje 
šibkejše (Fitzgerald, 2006). 
 
Masivna zastrupitev, ki se zgodi ob napadu roja lahko povzroči tudi smrt pri nealergičnih 
posameznikih. Pri ljudeh je letalna doza ocenjena na približno 500 pikov za odraslega 
človeka. Za ostale sesalce je ta doza ocenjena na 20 pikov/kg (Vetter in Visscher, 1998). 
Ocenjuje se, da čebela ob piku v žrtev vbrizga 147 μg strupa, večina os pa približno 17 μg 
strupa ob vsakem piku (Franca in sod., 1994). 
2.3 GENETSKO OZADJE ANAFILAKSIJE 
Anafilaksija v življenju prizadene približno 2 % ljudi. Na pojavnost naj bi pomembno 
vplivalo tudi genetsko ozadje posameznika. Yamashita in sod. (2007) opisujejo, da 
genetski dejavniki lahko vplivajo na aktivacijo mastocitov in razvoj anafilaksije, kar kažejo 
razlike, opažene med različnimi linijami miši po anafilaksiji. Prva linija miši je imela višji 
nivo plazemskega histamina kot druga linija opazovanih miši po anafilaksiji, izzvani z 
anti-IgE. Čeprav bi lahko večje število mastocitov in serumskega IgE v miših prve linije 
potencialno pojasnilo te razlike, so avtorji članka pokazali tudi, da so se kultivirani 
mastociti, ki izvirajo iz kostnega mozga, pri miših prve linije degranulirali hitreje in 
intenzivneje kot tiste iz druge linije opazovanih miši, kar kaže na genetsko ozadje poteka 
anafilaksije. Vendar so specifični genetski dejavniki, ki so odgovorni za opažene razlike 
med mišjima linijama, še neznani. 
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Razlike v stopnji alergije za hrano in anafilaksijo kažejo na to, da ima genetsko ozadje 
vpliv na stopnjo anafilaksije tudi pri ljudeh (Bula in sod., 2015). Opisanih je bilo nekaj 
genetskih polimorfizmov, ki bi lahko vplivali na razvoj anafilaksije. Anafilaksija na lateks 
ali določena zdravila je povezana s polimorfizmi v genih, ki kodirajo receptorje IL-4, IL-
10 in IL-13. Polimorfizmi, ki vplivajo na presnovo mediatorjev anafilaksije lahko vplivajo 
tudi na težo anafilaksije.  
 
Opisanih je bilo nekaj mutacij, ki bi lahko vplivale na razvoj in težo anafilaksije. 
Aktivirajoča mutacija D816V v genu KIT spodbuja proliferacijo mastocitov pri bolnikih s 
klonalnimi motnjami mastocitov, vključno z mastocitozo. Pri avtosomno dominantnem 
sindromu hiper-IgE, kjer mutacija povzroči izgubo funkcije pretvornika signala in 
aktivatorja transkripcije 3, imajo bolniki zvišano raven skupnih in alergen specifičnih IgE, 
vendar klinično nižjo težo anafilaksije. To klinično opazovanje je mogoče razložiti z 
zmanjšano degranulacijo mastocitov in z inhibicijo povečane prepustnosti žilja (Siegel in 
sod., 2013). Omenjeno mutacijo D816V v genu KIT so opisali tudi Lyons in sod. (2020), 
kjer so našli povezavo med omenjeno mutacijo in stopnjo anafilaksije IV po Muellerju. 
Rezultati raziskave kažejo, da je 23 % posameznikov s stopnjo anafilaksije VI in 9 % 
posameznikov s stopnjo anafilaksije III po piku kožekrilca je imelo mutacijo D816V v 
genu KIT. Med bolniki s stopnjo anafilaksije I ali II po Muellerju omenjene mutacije ni 
bilo zaznane pri nobenemu od njih (Lyons in sod., 2020). 
 
K boljšemu razumevanju genetskega ozadja anafilaksije je prispeval tudi nedavno 
objavljen članek o povezavi med anafilaksijo in ponovitvami v genu TPSAB1. Ugotovili 
so, da je tveganje za najhujšo stopnjo anafilaksije pri ljudeh povezano z dednimi razlikami 
v številu kopij gena TPSAB1, ki kodira α-triptazo. Dedna α-triptazemija (HαT, ang. 
hereditary alpha-tryptasemia) je genetska lastnost, ki jo povzroča povečano število kopij 
gena za α-triptazo (TPSAB1), (ang. α-tryptase-encoding Tryptase-α/β1), kar ima za 
posledico povišane vrednosti bazalne triptaze. V članku so ugotovili, da je HαT povezan s 
stopnjo anafilaksije IV po Muellerju po piku kožekrilca, poleg tega je bolj razširjen tako 
pri bolnikih z idiopatsko anafilaksijo kot tudi pri bolnikih s sistemsko mastocitozo, v 
primerjavi s kontrolami (Lyons in sod., 2020). 
 
Vloga spolnih hormonov pri bolnikih z anafilaksijo je nejasna. Anafilaksija se pojavlja 
pogosteje pri ženskah kot pri moških (Webb in Lieberman, 2006). Vendar je le ta težja pri 
moški populaciji.  
2.3.1 Evolucijsko pridobljene prednosti anafilaksije 
Mehanizem anafilaksije se je razvil kot obramba pred kačjimi in škorpijonovimi strupi, 
vendar je omenjena lastnost pri ljudeh izgubila evolucijski pomen. Z uporabo mišjih 
modelov so Starkl in sod. (2016) pokazali, da lahko IgE, FcεRI in mastociti povečajo 
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preživitvene možnosti miši, ki so ji vbrizgali kačji strup. Eden od mehanizmov, s katerim 
prirojena aktivacija mišjih mastocitov lahko izboljša preživetje miši pri prvi 
izpostavljenosti pajkovim ali plazilčevim strupom je proteolitično zmanjšanje toksičnosti 
sestavin strupa z encimom karbopeptidaza ali peptidaza (himaza), ki ju sproščajo mastociti 
(Starkl in sod., 2016).  
 
Z ozirom na to, da piki in ugrizi pajkov ali plazilcev lahko povzročijo sistemsko 
porazdelitev strupa, bi lahko trdili, da bi sistemska od IgE odvisna aktivacija mastocitov 
lahko povzročila klinično sliko anafilaksije ter sistemsko sproščanje mediatorjev (tj. 
karbopeptidaze in peptidaze), ki lahko razgradijo sestavine strupa (Reber in sod., 2017). V 
omenjenih okoliščinah bi lahko anafilaksijo razumeli kot pozitivno pridobitev, če 
organizmu pomaga v boju s kačjim ali drugim strupom ter če organizem anafilaksijo tudi 
preživi. Prenos mišjega modela na človeka ni narejen, zato ne moremo vedeti, ali človeški 
IgE prav tako poveča odpornost na strup (Reber in sod., 2017). Mišji bazofilci se od 
človeških razlikujejo po morfologiji, funkcionalnosti in imunomodulatorni vlogi. Zaradi 
teh razlik je otežen direkten prenos ugotovitev iz živalskega modela na akutne alergične 
reakcije pri ljudeh (Korošec in sod., 2018). Vseeno pa vemo, da anafilaksijo pri ljudeh 
povzroči že majhna količina strupa kožekrilca in predstavlja najbolj skrajni in neustrezen 
spekter pridobljenega, od IgE posredovanega, imunskega odziva na strup. Le-ta je bil 
prvotno ustrezno urejen imunski odziv, ki je lahko okrepil odpornost do kačjih in drugih 
strupov in povečal možnost preživetja (Reber in sod., 2017). 
2.4 KEMOKIN CCL2 
Kemokini (kemotaktični citokini) so naddružina majhnih sekretornih proteinov, ki 
sodelujejo pri imunoregulacijskih in vnetnih procesih. Prvič so bili identificirani leta 1977, 
med čiščenjem sekretornega trombocitnega faktorja 4 (PF4/CXCL4), (ang. secreted 
platelet factor 4) (Wu in sod., 1977). Od takrat so študije odkrile več kot 50 človeških 
kemokinov in 20 kemokinskih receptorjev (Ruffini in sod., 2007). Naddružina kemokinov 
je razdeljena na štiri podskupine, C, CC, CXC in CX3C, ki temeljijo na razporeditvi N-
terminalnih cisteinskih ostankov zrelega peptida v soglasju s sistematično nomenklaturo 
(Slika 7) (Rollins, 1997).  
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Slika 7: Razdelitev kemokinov v štiri podskupine glede na število in razmik njihovih ostankov cisteina na N-
terminalnem koncu: C, CC, CXC in CX3C (prirejeno po Balaji, 2015) 
Struktura kemokinov obsega tri različne domene: (1) visoko fleksibilna N-terminalna 
domena, ki je omejena z disulfidno vezjo med N-terminalnimi cisteini; (2) dolga zanka, ki 
vodi v tri antiparalelne β-nagubane liste; in (3) α-vijačnico, ki prekriva liste (Slika 8) 
(Baggiolini in Loetscher, 2000). Študije strukturnih funkcij so pokazale, da je N-
terminalno območje pomembno za vezavo in aktivacijo receptorjev (Clark-Lewis in sod., 
1991). Cisteinski ostanki sodelujejo v disulfidni vezi in so lahko zaporedni (CC) ali ločeni 
z eno ali tremi aminokislinami (CXC in CX3C) (NCBI, 2019).  
 
Slika 8: Shematski prikaz strukture kemokina CCL2 (prirejeno po Deshmane in sod., 2009) 
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Genski zapisi za kemokine CXC se nahajajo predvsem na kromosomu 4, medtem ko 
kemokine podskupine CC kodirajo geni, ki se nahajajo predvsem na kromosomu 17. Med 
njimi je še posebej pomemben CC-kemokin ligand 2 (CCL2), znan tudi kot monocitni 
kemotaktični protein-1 (MCP-1), (ang. monocyte chemoattractant protein 1). Zapis za 
kemokin CCL2 nosi gen CCL2 (ang. C-C motif chemokine ligand 2) in je eden izmed 
številnih genov za citokine, zbranih na ročici q kromosoma 17 (Slika 9) (Carr in sod., 
1994). Gen CCL2 vsebuje tri eksone in dva introna. Prekurzor proteina CCL2 vsebuje 
signalni peptid z 23 aminokislinami, medtem ko zrel protein vsebuje 76 aminokislin. 
Protein je velik nekaj več kot 11 kDa (Yoshimura in sod., 1989).  
 
Slika 9: Lokacija gena CCL2 na kromosomu 17 (GeneCards, 2021) 
Kemokin CCL2 proizvajajo različne vrste stromalnih celic, kot so monociti, fibroblasti in 
endotelijske celice, kot tudi tumorske celice (Deshmane in sod., 2009). Kemokini se 
izločajo kot signal na vnetne citokine, kjer igrajo pomembno vlogo pri selektivnem 
rekrutiranju monocitov, nevtrofilcev in limfocitov. Migracija monocitov iz krvnega obtoka 
skozi vaskularni endotelij je potrebna za normalni imunološki nadzor tkiv, pa tudi kot 
odziv na vnetje (Deshmane in sod., 2009). Migracija se zgodi vzdolž gradientov 
kemičnega liganda, znanega kot gradient kemokina. To omogoča, da se celice premaknejo 
proti visokim lokalnim koncentracijam kemokinov (Callewaere in sod., 2007). Aktivnost 
kemokina CCL2 je posredovana z njegovo vezavo na receptor CCR2. CCR2 je receptor, ki 
veže tudi druge kemokine, zlasti CCL8, CCL7 in CCL13, v skladu z njihovo strukturno 
podobnostjo s kemokinom CCL2. Ta prilagodljivost medsebojnega delovanja kemokin-
receptor lahko vodi do različnih bioloških funkcij, odvisno od dimerizacije kemokinov in 
receptorjev, ali pa lahko povzroči podobne učinke, kar kaže na to, da ima večina 
kemokinov podvojene ali podobne funkcije z drugimi znanimi kemokini (Rossi in Zlotnik, 
2000). Dokazano je, da sta kemokin CCL2 in njegov receptor CCR2 povezana z različnimi 
boleznimi, kot so luskavica, revmatoidni artritis, ateroskleroza in anafilaksija (NCBI, 
2019).  
2.4.1 Kemokin CCL2 in anafilaksija 
Kemokin CCL2 spada med sekretorne kemokine in ima veliko vlogo pri anafilaksiji. 
Nedavne študije anafilaksije kažejo, da bazofilci med akutnimi alergijskimi reakcijami 
migrirajo, vendar mehanizmi migracije še niso povsem znani. Pri migraciji bazofilcev na 
mesta alergijskega vnetja naj bi imela pomembno vlogo kemokin CCL2 in njegov receptor 
CCR2, ter kemokina CCL5 in CCL11, saj spodbujata transendotelno migracijo in smerno 
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gibanje (Korošec in sod., 2018). Omenjeni kemokini se med seboj razlikujejo v 
specifičnosti vezave na različne kemokinske receptorje (Bochner in Schleimer, 2001). 
Kemokin CCL11 se veže na kemokinski receptor CCR3, ki je prisoten na bazofilcih, 
mastocitih in eozinofilcih. Kemokin CCL5 se veže tako na kemokinske receptorje CCR1 in 
CCR3, vendar z večjo afiniteto na receptor CCR1. Omenjeni receptor je prisoten tudi na 
bazofilcih in na eozinofilcih. Kemokin CCL2 se veže na kemokinski receptor CCR2, ki je 
prisoten na bazofilcih, ni pa izražen na humanih eozinofilcih (Nagase in sod., 2000). V 
nasprotju s CCL5 in CCL11, ki inducirata migracijo eozinofilcev in bazofilcev (Emad in 
Emad, 2007), CCL2 prednostno inducira migracijo bazofilcev in lahko predstavlja 
edinstven mehanizem za selektivno migracijo humanih bazofilcev (Nagase in sod., 2000). 
 
Korošec in sod. (2018) so med anafilaksijo zaznali povišano vrednost kemokina CCL2 v 
serumu, v primerjavi z bazalnim stanjem. Višja koncentracija tega kemokina je bila 
povezana z nižjim absolutnim številom bazofilcev v krvi. V nasprotju s tem ni bilo opaziti 
sprememb pri kemokinu CCL5 in CCL11, ki bi lahko vplivala na druge efektorske celice, 
kot so eozinofilci. Prav tako med anafilaksijo ni bilo zaznane migracije drugih celic, npr. 
limfocitov, nevtrofilcev in eozinofilcev. Ta opažanja kažejo na to, da bi kemokin CCL2 
lahko selektivno vplival na mehanizem migracije bazofilcev pri poteku anafilaksije. 
Ugotovitev se sklada s podobno raziskavo, ki ni pokazala sprememb v koncentraciji 
kemokina CCL11 med anafilaksijo (Stone in sod., 2009).  
 
Rezultati specifičnega nosnega provokacijskega testa z alergenom so pokazali zmanjšanje 
odstotka krvnih bazofilcev, kar bi lahko nakazovalo na dotok bazofilcev iz krvi po 
izpostavljenosti alergenu v nosno in bronhialno sluznico (Braunstahl in sod., 2001). 
Podobno je tudi koža lahko pomemben člen pri izpostavljenosti alergenom, zlasti v 
primeru porušenja kožne pregrade. Zdi se, da je infiltracija bazofilcev v kožne lezije 
pogostejša, kot so včasih mislili, kar kaže na to, da imajo bazofilci lahko pomembno vlogo 
pri različnih vnetnih kožnih boleznih (Ito in sod., 2011).  
 
Nedavna študija je pokazala, da se bazofilci med anafilaksijo selijo iz krvnega obtoka, tako 
pri provokacijskem testu z alergenom, kot tudi pri naravno povzročenih anafilaksijah. V 
nasprotju s prejšnjimi študijami, ki so spremljale bazofilce na mestih alergena, je omenjena 
študija analizirala bazofilce v periferni krvi, vključno z absolutnim številom bazofilcev. V 
študiji so ugotovili, da je število bazofilcev v krvnem obtoku med anafilaksijo znatno 
manjše (do 80 %) kot 7 ali 30 dni po anafilaksiji. V študijo so bili vključeni odrasli bolniki 
z alergijsko reakcijo po pikih kožekrilcev, kjer je bilo med akutno fazo anafilaksije 
zaznano znatno zmanjšanje bazofilcev v krvi. Te ugotovitve so se ponovile pri osebah z 
alergijo na arašide, ki so imele alergijske reakcije med dvojno slepim s placebom 
kontroliranim provokacijskim testom z arašidi (Korošec in sod., 2017). 
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Vloga in pomen migracije bazofilcev je trenutno še neznan, poleg tega ne vemo, kje in 
kdaj se aktivacija bazofilcev in njihova degranulacija med anafilaksijo zgodi. Ugotovitve, 
da se lahko migracija bazofilcev iz obtoka pojavi že ob prvih simptomih je v skladu s 
hipotezo, da se bazofilci selijo na mesto alergijskega vnetja, kjer pride do aktivacije in 
degranulacije, ter nastanka značilnih kliničnih znakov. To je skladno s kliničnimi 
opazovanji različnih stopenj anafilaksije, ki kažejo, da pri določenih posameznikih 
prevladuje lokalna in ne splošna degranulacija mastocitov in/ali bazofilcev. Druga možna 
razlaga je, da se migracija bazofilcev pojavi kot zaščitni mehanizem. Migracija v tkiva 
prepreči njihovo aktivacijo in degranulacijo v obtoku, s tem se sistemska degranulacija 
omeji in ščiti bolnika pred težko anafilaksijo (Slika 10). Teorija predstavlja eno od možnih 
razlag poteka anafilaksije in vloge migracije bazofilcev in kemokina CCL2 (Korošec in 
sod., 2018). Zaradi povezave med kemokinom CCL2 in migracijo bazofilcev med 
anafilaksijo smo se v magistrski nalogi osredotočili na gen CCL2, bolj natančno na 
polimorfizem rs1024611. Le-ta, znan tudi kot polimorfizem CCL2 -2578 A>G je 
funkcionalen, saj leži v promotorju gena CCL2 in vpliva na njegovo izražanje. Posledično 
vpliva tudi na količino proteina CCL2, migracijo bazofilcev ter celoten potek anafilaksije 
(Kim in sod., 2007).   
 
 
Slika 10: Možna vloga migracije bazofilcev pri anafilaksiji. Po stiku z alergenom na bazofilce delujoč 
kemokin CCL2 (možni vir so mastociti) sproži migracijo bazofilcev iz krvnega obtoka v tarčne organe, kjer 
se le-ti aktivirajo in degranulirajo. Druga možna razlaga je, da je migracija v tkiva zaščitni mehanizem, pri 
čemer se bazofilci odstranijo iz obtoka. Na ta način se onemogoči degranulacija, kot odziv na alergen v 
obtoku. (prirejeno po Korošec in sod., 2018) 
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3 MATERIALI IN METODE 
Eksperimentalni del magistrske naloge je bil opravljen v Laboratoriju za klinično 
imunologijo in molekularno genetiko Univerzitetne Klinike za pljučne bolezni in alergijo 
Golnik. 
3.1 MATERIALI 
Eksperimentalni del magistrske naloge je bil izveden na laboratorijski opremi (Preglednica 
6) Klinike Golnik, kjer smo za izvedbo izolacije DNA iz krvi in genetskih testov 
uporabljali različen laboratorijski material (Preglednica 4) in kemikalije (Preglednica 5).  
3.1.1 Laboratorijski material 
Preglednica 4: Laboratorijski material, ki smo ga uporabljali za namen magistrskega dela 
Laboratorijski material Proizvajalec 
Ročna pipeta 0,5-10 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 10-100 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 100-1000 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 0,1-2,5 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Ročna pipeta 500-5000 μL Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 0,1-10 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 2-100 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 50-1000 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki ep-dualfilter Tips 100-5000 μL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Pipetni nastavki sarstedt 10 μL  Sarstedt AG & CO., Nümbrecht, Nemčija 
PCR mikrocentrifugirke 0,2 mL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Mikrocentrifugirke, safe-lock, 1,5 mL  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Plošča s 96 luknjicami, MicroAmp®  Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 5: Seznam kemikalij, ki smo jih uporabili za namen magistrskega dela 
Kemikalije  Proizvajalec 
QIAamp DNA mini Kit za izolacijo DNA  QIAGEN, Hilden, Nemčija 
Etanol Honeywell, Charlotte, Severna Karolina, ZDA 
Taqman universal master mix II Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
SNP genotyping Assay mix rs1024611 Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
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3.1.3 Laboratorijska oprema 
Preglednica 6: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Oprema  Proizvajalec 
Centrifuga, model 5810 R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Komora, model MC9-2  Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
Centrifuga MiniSpin  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
ThermoMixer R  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Spektrofotometer Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA 
ABI PRISM 7500 sistem  Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Vibracijsko mešalo  Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Vorteks mešalnik IKA  IKA, Staufen, Nemčija 
Hladilnik Gorenje, model RB4095W  Gorenje, Velenje, Slovenija 
Komora, model PCR  Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
3.2 METODE 
3.2.1 Preiskovanci 
Za namene magistrskega dela smo v raziskavo vključili 1462 bolnikov z alergijsko reakcijo 
po piku kožekrilca ter 201 zdravo osebo. Za bolnike imamo poleg podatkov o spolu in 
starosti zbrane tudi podatke o povzročitelju preobčutljivostne reakcije (čebela, osa, sršen) 
ter o teži alergijske reakcije po Muellerju (Preglednica 7). Pri posameznih analizah smo 
upoštevali le tiste posameznike, za katere smo imeli zbran celoten nabor podatkov, ki jih je 
analiza preučevala. Kri je bila odvzeta in shranjena v epruvetah z dodatkom EDTA do 
nadaljnjih analiz v biobanki Univerzitetne klinike za pljučne bolezni in alergijo Golnik, 
kjer so bili bolniki tudi sprejeti in obravnavani. 




Leta, povprečje (SD) 
Bolniki  Kontrole 
47 (14,2) 39 (18,9) 
Spol 
Moški, število (%) 861 (58,9 %) 119 (59,2 %) 
Ženske, število (%) 601 (41,1 %) 82 (40,8 %) 
Teža reakcije po 
Muellerju 
IV, število (%) 600 (41,2 %)    
III, število (%) 464 (31,8 %)  
II, število (%) 155 (10,6 %) 
I, število (%) 91 (6,2 %)  
Velika lokalna 
reakcija 
VLR, število (%) 148 (10,2 %)   
Kožekrilec 
Čebela, število (%) 480 (39,4 %)   
Osa, število (%) 507 (41,7 %) 
Sršen, število (%) 230 (18,9 %) 
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Izvedbo študije in uporabo vzorcev krvi je odobrila Komisija Republike Slovenije za 
medicinsko etiko, soglasje št. 150/09/13; 86/01/14; 39/10/15; 34/04/17. Vsi vključeni 
bolniki ter zdravi prostovoljci so bili s samim potekom in namenom raziskave predhodno 
seznanjeni ter so podpisali poseben ozaveščen pristanek za sodelovanje.  
3.2.2 Izolacija DNA iz krvi 
Za določanje polimorfizma v genu CCL2 je bilo potrebno iz vzorcev krvi bolnikov izolirati 
zadostno količino DNA ustrezne integritete. Kri bolnikov se je za namene različnih 
raziskav zbirala od leta 2009 v biobanki Klinike Golnik. Kri je bila odvzeta v epruvete z 
dodatkom EDTA, zamrznjena in shranjena pri < -20°C do nadaljnje uporabe. Pred 
postopkom izolacije smo kri odmrznili tako, da smo jo za vsaj 2 uri postavili na sobno 
temperaturo in z blagim obračanjem premešali. Postopek izolacije DNA iz krvi smo izvedli 
v laminarni komori s pomočjo QIAamp DNA Mini Kit za izolacijo DNA (QIAGEN, 
Hilden, Nemčija). Postopek izolacije smo izvajali po naslednjem protokolu, ki je prikazan 
tudi v shemi (Slika 11).  
 
1. 400 μl polne krvi smo odpipetirali v 1,5 ml mikrocentrifugirko.  
2. K vzorcu smo dodali 40 μl proteinaze K ter 15 s intenzivno mešali na vibracijskem 
mešalniku, da sta se vzorec krvi in proteinaza dobro premešala ter kratko 
centrifugirali. 
3. Mešanici smo dodali 400 μl pufra AL in ponovno 15 s mešali na vibracijskem 
mešalniku ter kratko centrifugirali.  
4. Mešanico smo 10 min inkubirali na ThermoMixer R pri temperaturi 56°C in zopet 
kratko centrifugirali, da smo odstranili kapljice vzorca na pokrovčku.  
5. Dodali smo 400 μl etanola in za 15 s premešali na vibracijskem mešalniku ter 
centrifugirali.  
6. 500 μl mešanice smo nanesli na QIAamp Mini kolono, ki smo jo predhodno 
namestili na zbiralno mikrocentrifugirko. Centrifugirali smo 1 min pri 6000 × g.   
7. Kolono smo nato prenesli v novo zbiralno mikrocentrifugirko in postopek ponovili 
s preostalo mešanico, da smo imeli po končanem centrifugiranju vso DNA zbrano 
na koloni. Sledilo je čiščenje DNA z različnimi pufri.  
8. Na kolono smo kot prvega nanesli 500 µl pufra AW1 in centrifugirali 1 min pri 
6000 × g. Zbiralno mikrocentrifugirko smo nato zavrgli, kolono pa prenesli v čisto 
mikrocentrifugirko. 
9. Na kolono smo nanesli 500 μl pufra AW2 ter centrifugirali 3 min pri 14 000 × g. 
10. Kolono smo nazadnje prenesli v čisto 1,5 ml mikrocentrifugirko in filtrat zavrgli. 
11. Spiranje DNA smo izvedli s pomočjo 60 µl pufra AE ter 5 minut inkubirali na 
temperaturi 56°C. 
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12. Sledila je 1 min centrifugiranja pri 6000 × g.   

















Slika 11: Postopek izolacije DNA – se nadaljuje 
K 400 μl polne krvi smo dodali 40 μl 
proteinaze K 
15 s mešanja na vibracijskem mešalniku 
Dodali smo 400 μl pufra AL 
15 s mešanja na vibracijskem mešalniku 
10 min inkubacije na ThermoMixer R pri 
temperaturi 56 °C 
Dodali smo 400 μl etanola 
15 s mešanja na vibracijskem mešalniku ter 
kratka centrifuga 
 
Mešanice smo nanesli na QIAAmp Mini 
kolono 
Centrifugirali smo 1 min pri 6000 × g 
Spirali smo s 500 μl pufra AW1 
Centrifugirali smo 1 min pri 6000 × g 
Spirali smo s 500 μl pufra AW2 
Centrifugirali smo 3 min pri 14 000 × g. 
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Slika 11: Postopek izolacije DNA 
3.2.3 Merjenje koncentracije in čistosti DNA 
Po postopku izolacije DNA iz krvi smo uspešnost procesa preverjali z merjenjem 
koncentracije in čistosti DNA s spektrofotometrom NanoDrop (Thermo Scientific™ 
NanoDrop 2000c). Postopek smo izvajali po navodilih proizvajalca. Pozorno smo 
preverjali predvsem dva parametra in sicer koncentracijo DNA (ng/µl) in čistost DNA z 
izračunanim razmerjem absorbanc pri 260/280 nm, ki nam kažeta vsebnost nukleinskih 
kislin in proteinov oziroma njuno razmerje.  
3.2.4 PCR v realnem času 
Preverjanje polimorfizma v genu CCL2 na mestu rs1024611 smo preverjali z verižno 
reakcijo s polimerazo v realnem času (angl. real time-PCR ali quantitative PCR, qPCR). Ta 
metoda je nadgradnja verižne reakcije s polimerazo, ki jo je leta 1985 izumil kemik Kary 
Mullis (Valasek in Repa, 2005).   
 
Osnovo verižne reakcije s polimerazo predstavljajo trije koraki, ki se odvijajo v ciklih. V 
vsakem ciklu se število kopij DNA v teoriji podvoji, kar v realnosti velja v idealnih 
pogojih in do porabe reagentov, kjer reakcija doseže plato. Prvi korak je denaturacija DNA 
in poteka pri najvišji temperaturi, ki je običajno 95°C. Dvoverižna DNA se zaradi visoke 
temperature razklene na dve enojni verigi, kar je predpogoj za naslednji korak naleganja 
začetnih oligonukleotidov. V zadnji fazi sledi podaljševanje, kjer termostabilna DNA 
polimeraza (npr. Taq polimeraza) iz enojne verige z dodajanjem novih nukleotidov 
sintetizira dvojno verigo. Glavna prednost metode PCR v realnem času je zmožnost 
merjenja PCR produkta v različnih ciklih podvajanja, kar nam omogoča kvantifikacijo 
začetne količine tarčne DNA. Količino pomnožene DNA merimo s pomočjo fluorescentnih 
barvil po vsakem ciklu (Valasek in Repa, 2005).  
 
Eluirali smo s 60 μl pufra AE ter inkubirali 5 
min pri temperaturi 56°C. 
 
Centrifugirali smo 1 min pri 6000 × g. 
 
Izolirano DNA smo uporabili v nadaljnjih 
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Metoda alelne diskriminacije zaznavanja pomnoženih produktov temelji na dveh 
komplementarno vezanih sondah, ki sta specifični za dve različni zaporedji. Za določanje 
polimorfizma se lahko razlikujeta tudi v enem samem nukleotidu, kot v našem primeru. 
Sondi imata tako kot DNA matrica 5′ in 3′ konce, ki pa so označeni z fluorescentnima 
barviloma – na enem koncu je specifično barvilo, ki je poročevalec (v našem primeru VIC 
ali FAM), na drugem koncu pa dušilec (ang. Quencher). Dušilec preprečuje, da bi 
poročevalec lahko oddajal signal, vendar le takrat, ko sta obe barvili vezani na sondo in 
tako dovolj blizu skupaj. Ob sintezi nove verige DNA se sonda odstrani z DNA matrice, 
posledično se ločita tudi obe fluorescentni barvili in sta v mešanici dovolj daleč narazen da 
barvilo (poročevalec) lahko začne oddajati svetlobo, ki jo detektor zazna (Slika 12).  
 
Slika 12: Princip alelne diskriminacije z barviloma VIC in FAM (prirejeno po Thermo Fisher Scientific, 
2015) 
Na trgu so najpogosteje uporabljena fluorescentna barvila kot dušilci DABCYL, TAMRA 
in BHQ, kot reporterji pa NED, VIC in FAM. (Valasek in Repa, 2005). Zadnja dva smo v 
naši metodi uporabili tudi mi, kjer je bilo na eno sondo vezano barvilo VIC in je 
predstavljalo nukleotid adenin, barvilo FAM, vezano na drugo sondo, pa je predstavljal 
nukleotid gvanin. Z opremo ABI PRISM 7500 Real Time PCR System (Slika 14) smo 
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merili porast intenzitete obeh barvil in s tem pridobili informacijo o genotipu polimorfizma 
rs1024611 (Slika 13). 
 
 
Slika 13: Prikaz rezultatov alelne diskriminacije, kot jih prikaže ABI PRISM 7500 Real Time PCR System 
To metodo uporabljamo za preverjanje oziroma določevanje specifičnih zaporedij 
nukleinskih kislin, saj fluorescentne reporterske sonde zaznajo le DNA, ki vsebuje 
zaporedje, komplementarno naši sondi. Uporaba fluorescentnih sond zato poveča 
specifičnost in uporabnost te metode, poleg tega pa z različnimi barvili lahko zaznavamo 
različna tarčna mesta na zaporedju v eni sami reakciji. Prednost te metode je tudi 
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Priprava mešanice za reakcijo je vsebovala 275 µl TaqMan universal master mix II (2X), 
27,5 µl SNP Genotyping Assay mix (20X) in 197,5 µl vode brez nukleaz (Preglednica 8). 
Po 4,5 µl reakcijske mešanice smo odpipetirali na mikrotitrsko ploščo s 96 luknjicami, ter 
v vsako luknjico dodali po 0,5 µl izolirane DNA, ki je bila osnova za prepis in 
pomnoževanje, da je bil končni volumen 5 µl. Vsaka plošča je poleg vzorcev vsebovala 
tudi negativno kontrolo, kjer smo namesto DNA dodali 0,5 µl vode brez nukleaz.  
Preglednica 8: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo alelne diskriminacije 
 
Ploščo smo nato prekrili z optično folijo in na stresalniku 30 s stresali, nato pa jo 1 min 
centrifugirali pri 515 × g. PCR v realnem času je potekal v aparaturi ABI PRISM 7500, 
kjer smo mikrotitrsko ploščo inkubirali 10 min na 95 °C, nato pa je sledilo 40 ciklov 
najprej 15 s na 95 °C, nato pa še 1 min na temperaturi 60 °C. Rezultat so krivulje grafov, 
kjer je fluorescentno barvilo VIC predstavljalo nukleotid adenin in barvilo FAM nukleotid 
gvanin. S to metodo smo v genu CCL2 določali polimorfizem rs1024611. 
 
 




Reagent Ena reakcija (V) Reakcijska mešanica (V) 
TaqMan universal master mix II (2X) 2,75 µl 275 µl 
SNP Genotyping Assay mix (20X)  0,275 µl 27,5 µl 
Voda brez nukleaz  1,975 µl 197,5 µl  
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3.3 OBDELAVA PODATKOV 
3.3.1 Hardy-Weinbergovo ravnotežje  
Pri statistični obdelavi podatkov nas je najprej zanimalo, ali je razporejenost genotipov v 
skladu s Hardy-Weinbergovim ravnotežjem. Hardy-Weinbergovo ravnotežje (angl. Hardy-
Weinberg equilibrium; HWE) je pojav v populacijski genetiki, ki pravi, da je frekvenca 
genotipov v Hardy-Weinbergovi populaciji v celoti določena s frekvenco alelov. Ob 
prisotnosti mutacij, migracij, selekcije in nenaključnega parjenja načelo ne velja. 
Populacija mora biti tudi dovolj velika, da nimamo učinka naključnega toka (ang. genetic 
drift). Načelo, na katerem temelji sodobna populacijska genetika sta leta 1908 neodvisno 
opisala angleški matematik G. H. Hardy in nemški zdravnik Wilhelm Weinberg, in 
predstavlja pomemben mejnik v zgodovini populacijskih študij. V naravi Hardy-
Weinbergovo ravnotežje nikoli ne more biti izpolnjeno, saj zaradi motečih dejavnikov 
predpostavke niso nikoli v celoti izpolnjene. To načelo zato predstavlja teoretično stanje, 
na podlagi katerega vrednotimo odstopanja izbranih populacij (Lachance, 2016). Omogoča 
nam izračun pričakovane pogostosti genotipov v populaciji, v primerjavi z opazovano 
populacijo, kar pri statističnih analizah populacij skoraj vedno predstavlja prvi korak (Slika 
15). Naravne populacije so običajno v skladu s pričakovanji, seveda pa se lahko zgodijo 
tudi odstopanja. Rezultat HWE testa nam poda tudi kakovost genetskih študij, saj skladnost 
s HWE načelom dokazuje, da so osebe v študiji izbrane naključno iz splošne populacije.  
 
 
Slika 15: Graf Hardy-Weinbergovega ravnovesja za alela A in a; na grafu so prikazane frekvence alelov p in 
q na abscisi ter deleži genotipov (aa/Aa/AA) v populaciji na ordinati. Pričakovana pogostost genotipa aa je 
q2, genotipa Aa 2pq in genotipa AA p2. Vsota vseh deležev mora biti 1 
3.3.2 Test χ2 
Test χ2 pogosto uporabljamo pri statističnih analizah. Uporabimo ga, ko želimo preveriti, 
ali sta dve spremenljivki povezani oziroma soodvisni. S pomočjo testa χ2 želimo ugotoviti, 
ali se dejanski (opazovani) rezultati in pričakovani rezultati na podlagi hipoteze med seboj 
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razlikujejo. Postavimo hipotezo ničle in jo preverimo. Sledi izvedba testa, kjer verjetnost 
ničelne hipoteze določimo s pomočjo kontingenčne tabele.  
3.3.3 Razmerje obetov  
Razmerje obetov (angl. odds ratio; RO) je vrednost, ki količinsko opredeli moč povezave 
med dvema skupinama ali dogodkoma, A in B. Razmerje obetov je definirano kot razmerje 
obeta A v prisotnosti B ter kot razmerje obeta A v odsotnosti B. Velja tudi simetrično, 
razmerje obeta B v prisotnosti A ter kot razmerje obeta B v odsotnosti A. Ta dva dogodka 
sta popolnoma neodvisna, ko je razmerje obetov enako 1, kar pomeni, da je obet enega 
dogodka enak, neodvisno od prisotnosti ali odsotnosti drugega dogodka. Če je razmerje 
obetov večje od 1, sta dogodka A in B povezana na način, da v primerjavi z odsotnostjo 
dogodka B, njegova prisotnost poveča obet dogodka A in obratno, prisotnost dogodka A 
poviša obet dogodka B. Nasprotno, če je razmerje obetov manjše od 1, sta dogodka A in B 
v negativni povezavi, kar pomeni, da prisotnost enega dogodka zmanjša verjetnost drugega 
dogodka. S pomočjo programa GraphPad Prism 8.4.0 (San Diego, Kalifornija, ZDA) smo s 
Fisherjevim eksaktnim testom izračunali vrednosti p in razmerje obetov.  
3.3.4 Statistični test Mann-Whitney 
Test Mann-Whitney U (angl. Mann–Whitney U test) se uporablja za primerjavo razlik med 
dvema neodvisnima skupinama. Test poskuša zavreči ničelno domnevo, da imata dva 
neodvisna vzorca oziroma skupini enako porazdelitev. Test se pogosto uporablja kot 
neparametrična alternativa t-testu za dva vzorca, če vzorca prihajata iz normalno 
porazdeljenih populacij. 
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4 REZULTATI  
4.1 ANALIZA POLIMORFIZMA rs1024611 PRI BOLNIKIH IN KONTROLAH 
Izvedena je bila primerjalna analiza genotipa na mestu polimorfizma rs1024611 med bolniki 
in kontrolami. V analizo smo vključili skupno 1663 preiskovancev, med njimi 1462 
bolnikov z alergijsko reakcijo po piku kožekrilca, kot kontrolne smo vključili 201 zdravih 
posameznikov. Med bolniki je bilo 58,9 % preiskovancev moškega in 41,1 % ženskega 























Slika 16: Prikaz deleža oseb (%) po spolih med bolniki in kontrolami 
Vsem bolnikom in kontrolam, vključenim v analizo, smo uspešno določili genotip. 
Razporejenost genotipov med preiskovanci je bila v skladu s Hardy-Weinbergovim 
ravnotežjem. Zbrani podatki o porazdelitvi genotipov in frekvencah alelov genetskega 
polimorfizma rs1024611 so prikazani v preglednici (Preglednica 9). 
Preglednica 9: Frekvence genotipov in alelov polimorfizma rs1024611 pri bolnikih z alergijsko reakcijo po 
piku kožekrilca, zdravih kontrolah ter primerjava podatkov iz baze gnomAD za Evropo in Južno Evropo 
Populacija Genotip n, (%) Alel n, (%) 
 
AA AG GG A G 
Bolniki 830 526 106 2186 738  
(56,8 %) (36,0 %) (7,3 %) (74,9 %) (25,1 %) 
Kontrole 109 81 11 299 103  
(54,2 %) (40,3 %) (5,3 %) (74,4 %) (25,6 %) 
gnomAD –Evropa 4026 3123 558 11175 4239  
(52,2 %) (40,5 %) (7,2 %) (72,5 %) (27,5 %) 
gnomAD -Južna Evropa 29 21 3 79 27  
(54,7 %) (49,6 %) (5,7 %) (74,5 %) (25,5 %) 
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Razporeditev oseb med različne genotipe (AA/AG/GG) se med bolniki in zdravimi kontrolami 
ne razlikuje. Frekvenca alela G je pri bolnikih z alergijsko reakcijo po piku kožekrilca 25,1 
%, kar je podobno kot pri zdravih kontrolah, kjer je frekvenca alela G 25,6%. Frekvence 
genotipov in alelov preiskovancev v naši analizi se skladajo s splošno Evropsko populacijo, še 
bolj pa s populacijo Južne Evrope. Po podatkih baze gnomAD 
(https://gnomad.broadinstitute.org/) je frekvenca alela G v Evropski populaciji 27,5%, naši 
rezultati pa so še bližje podatkom za populacijo Južne Evrope, kjer je frekvenca alela G 25,5 % 























gnomAD - Južna Evropa
 
Slika 17:  Prikaz deleža oseb (%) po alelih (A/G) med bolniki, kontrolami in Evropsko populacijo 
Največ preiskovancev je imelo genotip AA, in sicer 56,8 % bolnikov in 54,2 % kontrol. Po 
pogostosti je tako pri bolnikih kot pri kontrolah sledil genotip AG s frekvenco 36,0 % pri 
bolnikih in 40,3 % pri kontrolah. Najmanj preiskovancev je imelo genotip GG in sicer 7,3 % 
bolnikov in 5,3 % kontrol (Slika 18). Statistične razlike med bolniki in kontrolami ni (2 test, 
p= 0,854, RO= 1,03). 
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Slika 18:  Prikaz deleža oseb (%) po genotipih (AA/AG/GG) med bolniki in kontrolami 
4.2 ANALIZA POGOSTOSTI POLIMORFIZMA MED SPOLOMA 
V nadaljevanju smo primerjali razporejenost genotipov in alelov med moškimi in 
ženskami. Primerjali smo skupino moških proti skupini žensk, neodvisno od tega, ali so 
bili preiskovanci bolniki ali kontrole. Zbrani podatki o porazdelitvi genotipov in frekvenc 
alelov na SNP-ju rs1024611 so prikazani v preglednici (Preglednica 10). Statistične razlike 
med moškimi in ženskami ni (2 test, p= 0,746, RO=1,171).  
Preglednica 10: Primerjava frekvence genotipov in alelov polimorfizma rs1024611 med moškimi in 
ženskami 
Spol Genotip n, (%) Alel n, (%)  
AA AG GG A G 
Ženske 367 260 56 994 372  
(53,7 %) (38,1 %) (8,2 %) (72,8 %) (27,2 %) 
Moški 572 347 61 1491 469  
(58,4 %) (35,4 %) (6,2 %) (76,1 %) (23,9 %) 
 
Pri obeh spolih je bil najbolj zastopan genotip AA, pri ženskah s 53,7 % in pri moških 58,4 
%. Po zastopanosti so sledili heterozigoti AG, pri ženskah z 38,1 % ter pri moških s 35,4 
%. Najmanj pogost je bil homozigot GG, pri ženskah z 8,2 % ter pri moški populaciji s 6,2 
% (Slika 20). Primerljiva je tudi frekvenca alela G, pri ženskah s 27,2 % in pri moških s 
23,9 % (Slika 19). 
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Slika 20: Prikaz deleža oseb (%) po genotipih (AA/AG/GG) med moškimi in ženskami 
4.3 ANALIZA TEŽE ALERGIJSKE REAKCIJE GLEDE NA SPOL 
V naslednji preglednici je ločeno po spolu prikazana pogostost teže alergijske reakcije 
glede na klasifikacijo po Muellerju in velike lokalne reakcije (Preglednica 11). Pregled po 
spolu je bil narejen z namenom preverjanja, ali ima spol vpliv na težo alergijske reakcije. 
Analiza je pokazala, da je največ oseb, tako moških (45,9 %) kot žensk (34,4 %), imelo 
najtežjo obliko reakcije, ki jo po Muellerjevi stopnji označimo z IV. Sledila je tretja 
stopnja pri moških z 31,6 % in ženskah z 32,1 %. Pri moški populaciji je imelo nato po 
frekvenci pojavnosti naslednjo stopnjo anafilaksije II (10,0 %), nato velika lokalna reakcija 
(6,4 %) in najmanjši odstotek moške populacije (6,1 %) I stopnjo anafilaktične reakcije. Pri 
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ženskah je tretji stopnji po pogostosti sledila velika lokalna reakcija s 15,5 %, nato druga 
stopnja po Muellerju z 11,5 %. Najmanjši delež žensk (6,5 %) je imel anafilaksijo prve 
stopnje (Slika 21). Statistična analiza je pokazala, da med spoloma ni statistično značilnih 
razlik (2 test, p= 0,209, RO=1,563). 
Preglednica 11: Primerjava teže alergijske reakcije glede na klasifikacijo po Muellerju in veliko lokalno 
reakcijo, ločeno med moškimi in ženskami 
Teža alergijske reakcije Moški n, (%) Ženske n, (%) 
IV 393 207 
  (45,9 %) (34,4 %) 
III 271 193 
  (31,6 %) (32,1 %) 
II 86 69 
  (10,0 %) (11,5 %) 
I 52 39 
  (6,1 %) (6,5 %) 
VLR 55 93 
  (6,4 %) (15,5 %) 
 
 
Slika 21:  Prikaz deleža oseb (%) po teži alergijske reakcije (VI/III/II/I/VLR) med moškimi in ženskami 
Stopnje teže alergijske reakcije po Muellerju in veliko lokalno reakcijo smo nato razdelili v 
dva razreda. V prvem razredu so bolj resne in življenjsko ogrožajoče stopnje anafilaksije 
(III in IV stopnja), medtem ko so v drugem razredu blažje oblike te bolezni (I, II stopnja 
ter VLR) (Slika 22). 
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Slika 227: Prikaz deleža oseb (%) po teži alergijske reakcije po Muellerju in VLR med moškimi in ženskami 
4.4  ANALIZA POLIMORFIZMA rs1024611 GLEDE NA TEŽO ALERGIJSKE 
REAKCIJE PO MUELLERJU 
V naslednji preglednici so prikazani genotipi in aleli, ki jih imajo preiskovanci z določeno 
stopnjo alergijske reakcije po Muellerju (Preglednica 12). Rezultati niso pokazali 
statistično značilnih razlik med polimorfizmom v genu CCL2 in stopnjo reakcije. 
Pojavnost posameznega genotipa je skladna z Evropsko populacijo in je neodvisna od teže 
reakcije.  
Preglednica 12: Primerjava frekvence genotipov in alelov polimorfizma rs1024611 med različnimi stopnjami 
alergijske reakcije po Muellerju, veliki lokalni reakciji in kontrolami 
Teža alergijske 
reakcije 
Genotip n, (%) Alel n, (%) 
 
AA AG GG A G 
IV 343 215 42 901 299 
 
(57,2 %) (35,8 %) (7,0 %) (75,1 %) (24,9 %) 
III 258 168 38 684 244 
 
(55,6 %) (36,2 %) (8,2 %) (73,7 %) (26,3 %) 
II 99 46 10 244 66 
 
(63,9 %) (29,7 %) (6,5 %) (78,7 %) (21,3 %) 
I 44 40 7 128 54 
 
(48,4 %) (44,0 %) (7,7 %) (70,3 %) (29,7 %) 
 
VLR 
83 56 9 222 74 
(56,1 %) (37,8 %) (6,1 %) (75,0 %) (25,0 %) 
 
kontrole 
109 81 11 299 103 
(54,2 %) (40,3 %) (5,5 %) (74,4 %) (25,6 %) 
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Bolnike iz vsakega razreda teže alergijske reakcije smo nato primerjali s kontrolami in 
analizirali prisotnost alelov A in G (Slika 23). 
 
 























Slika 23: Prikaz deleža oseb (%) po teži alergijske reakcije po Muellerju in delež prisotnosti alelov A in G 
Primerjava obolelih z anafilaksijo in kontrolami ni pokazala statističnih razlik. V oklepaju 
je izračun za bolnike z najhujšo obliko alergijske reakcije po Muellerju stopnje IV in 
kontrolami (2 test, p=0,842, RO=1,03). 
4.5 ANALIZA POLIMORFIZMA rs1024611 GLEDE NA POVZROČITELJA 
      ALERGIJSKE REAKCIJE 
V naslednji preglednici smo naredili pregled genotipov in alelov, glede na povzročitelja 
alergijske reakcije (Preglednica 13). Vzroki za nastanek anafilaksije so razvrščeni na tri 
najpogostejše povzročitelje med kožekrilci; to so čebela, osa in sršen. V analizo so 
vključeni le vzorci, pri katerih je povzročitelj le eden in je nedvoumen. Rezultati niso 
pokazali statistično značilnih razlik med polimorfizmom v genu CCL2 in povzročiteljem 
(2 test, p=0,680, RO=1,06). Pojavnost posameznega genotipa je skladna s prejšnjimi 
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Preglednica 13: Frekvence genotipov in alelov polimorfizma rs1024611 pri preiskovancih, ki so bili 
izpostavljeni pikom različnih kožekrilcev, in kontrolami 
Kožekrilec Genotip n, (%) Alel n, (%) 
 
AA AG GG A G 
Čebela 282 161 37 725 235 
 
(58,8 %) (33,5 %) (7,7 %) (75,5 %) (24,5 %) 
Osa 278 196 33 752 262 
 
(54,8 %) (38,7 %) (6,5 %) (74,2 %) (25,8 %) 
Sršen 134 76 20 344 116 
 
(58,5 %) (32,8 %) (8,7 %) (74,9 %) (25,1 %) 
 
Kontrole 
109 81 11 299 103 
(54,2 %) (40,3 %) (5,5 %) (74,4 %) (25,6 %) 
 
Bolnike, ki so bili izpostavljeni različnim povzročiteljem alergijske reakcije smo nato 
primerjali s kontrolami in analizirali prisotnost alelov A in G (Slika 24). 
 





















Slika 24: Prikaz deleža oseb (%) glede na povzročitelju alergijske reakcije in delež prisotnosti alelov A in G 
Analiza primerjave alelov med različnimi povzročitelji alergijske reakcije in kontrolami ni 
pokazala statistično značilnih razlik (2 test, p=0,680, RO=1,06). 
4.6 ANALIZA POLIMORFIZMA rs1024611 GLEDE NA VREDNOSTI sIgE 
Pri alergijskih reakcijah po piku kožekrilca, ima pomembno vlogo tudi vrednost 
specifičnih protiteles IgE (sIgE). Povišane vrednosti sIgE pomenijo, da je oseba občutljiva 
na določen alergen, kar ne pomeni, da je oseba na določen alergen tudi alergična. O alergiji 
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govorimo takrat, ko so prisotni tudi značilni klinični znaki anafialskije. V nadaljevanju 
smo preverjali ali različni genotipi polimorfizma rs1024611 (AA/AG/GG) vplivajo na 



















Slika 25: Vrednosti sIgE za čebelji strup pri bolnikih glede na genotip rs1024611 
Bolniki z alergijsko reakcijo po piku čebele z genotipom GG imajo nižje vrednosti sIgE v 
primerjavi z bolniki z genotipi AA ali AG (Slika 25). Rezultati statistične analize testa 
Mann-Whitney med genotipom AA in GG kažejo vrednost p= 0,035. Med genotipoma AG 
in GG je p vrednost 0,049 in med AA+AG ter GG p vrednost znaša 0,033. 
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Slika 26: Vrednosti sIgE za osji strup pri bolnikih glede na genotip rs1024611 
Bolniki z alergijsko reakcijo po piku ose z genotipom GG imajo višje vrednosti sIgE v 
primerjavi z bolniki z genotipom AA (Slika 26).  
4.7 ANALIZA POLIMORFIZMA rs1024611 GLEDE NA VREDNOSTI TRIPTAZE 
Za 982 bolnikov smo imeli tudi podane vrednosti triptaze v serumu, ki smo jih vključili v 
analizo. Triptaza je eden od imunskih mediatorjev anafilaksije, izločajo jo mastociti in se v 
krvi poviša med anafilaksijo. S povišano koncentracijo triptaze v serumu anafilaksijo pri 
bolniku tudi potrdimo. Bolnike smo ločili glede na genotip rs1024611 (AA/AG/GG) in 
primerjali vrednosti triptaze med njimi. Za kontrole teh vrednosti nimamo, zato primerjava 
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Slika 27: Vrednosti bazalne triptaze pri bolnikih glede na genotip rs1024611 
Med bolniki z alergijsko reakcijo po piku kožekrilca statističnih razlik v vrednosti triptaze 
v serumu ni zaznati. Rezultati statistične analize testa Mann-Whitney med genotipom AA 
in GG kažejo, da razlike niso statistično značilne (p>0,05). 
4.8 ANALIZA POLIMORFIZMA rs1024611 GLEDE NA KONCENTRACIJO CCL2 V              
      SERUMU 
Koncentracijo kemokina CCL2 v serumu smo imeli znano za 101 bolnika. V analizi smo 
primerjali koncentracijo kemokina CCL2 v serumu med bolniki z različnimi genotipi 
(Slika 28).  
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Slika 28: Koncentracija citokina CCL2 pri bolnikih glede na genotip rs1024611 
Bolniki z genotipom GG imajo v serumu višje bazalne koncentracije citokina CCL2, 
vendar zaradi majhnega števila preiskovancev (6 bolnikov) z omenjenim genotipom ta 
razlika ni statistično značilna. 
38 
Furjan T. Vpliv polimorfizmov v genu CCL2 na težo alergijske reakcije po pikih kožekrilcev.  




Anafilaksija je najtežja in najnevarnejša oblika preobčutljivostnih reakcij, ki ima ob 
nepravilnem ukrepanju in nudenju prve pomoči lahko trajne posledice, v najslabšem 
primeru tudi smrt (Glavnik, 2010). Čeprav se je evolucijsko gledano omenjena oblika 
akutne alergijske reakcije verjetno razvila kot obrambni mehanizem telesa, je danes takšen 
odziv na pike kožekrilcev in nekatere druge snovi neustrezen in kot tak škodljiv (Reber in 
sod., 2017). Odzive posameznika na alergen je leta 1990 Mueller razvrstil v 4 različne 
stopnje, ta klasifikacija se uporablja tudi danes (Mueller, 1990).  
 
Ocenjuje se, da naj bi pojav anafilaksije tekom življenja doživelo približno 2 % vseh ljudi, 
od tega naj bi bila smrtnost bolezni približno 0,1 % (Yamashita in sod., 2007). Ker se 
sprožilnemu dejavniku vedno ni mogoče izogniti, bi bilo koristno identificirati 
označevalce, ki bi nam omogočili spoznavo za anafilaksijo ogrožene populacije. Možno 
vlogo pri tem ima genetsko ozadje, kar smo raziskovali v tem magistrskem delu. Pri 
raziskavi smo se osredotočili na gen CCL2, saj je dokazano, da se med pojavom 
anafilaksije koncentracija kemokina CCL2 v krvi znatno poviša. Iz tega sklepamo, da ima 
CCL2 veliko vlogo pri poteku anafilaksije, med drugim tudi na migracijo bazofilcev v 
tkiva. Osredotočili smo se na funkcionalni polimorfizem na mestu promotorja gena CCL2, 
kjer so na mestu rs1024611 možni 3 različni genotipi, homozigot AA, homozigot GG ali 
heterozigot AG (SNPedia, 2020).  
 
Povišana koncentracija kemokina CCL2 v krvi med anafilaksijo nakazuje na vpliv gena 
CCL2 na potek anafilaktične reakcije. NCBI (2019) navaja, da kemokin CCL2 in njegov 
receptor CCR2 povzročata različne bolezni, kot so luskavica, revmatoidni artritis in 
ateroskleroza. Qidwai (2016) v preglednem članku izpostavlja, da kemokina CCL2 in 
CCL5 ter njihova receptorja CCR2 in CCR5 močno prispevajo k avtoimunskim, 
kardiovaskularnim, vnetnim boleznim, nevrodegenerativnim motnjam ter nastanku raka. 
Razlike na nivoju genskih polimorfizmov vplivajo na resnost in smrtnost bolezni.  
 
Xu in sod. (2013) navajajo, da različice v genu CCL2 (rs1024611), CCR2 (rs1799864) in 
CCR5 (rs333) niso pokazale povezave z miokardnim infarktom pri kitajski populaciji Han. 
Szalai in sod. (2001) so ugotovili, da je polimorfizem v genu CCL2 (rs1024611) dejavnik 
tveganja za nastanek koronarne bolezni. Polimorfizem v genu CCL2 (rs1024611) je bil 
povezan z zmanjšanim tveganjem za nastanek diabetesa tipa 2 in povečanim tveganjem za 
nastanek koronarne bolezni pri Indijcih (Panjabi) (Kaur in sod., 2013). Polimorfizma v 
genu CCL2 (rs1024611) A/G in (rs3760396) C/G sta povezana s povečano dovzetnostjo za 
razvoj raka jajčnikov. Polimorfizem rs1024611 A/G povečuje serumsko raven kemokina 
CCL2 v kitajski populaciji (Wei in sod., 2015). Raziskana je bila povezava polimorfizmov 
na genih CCL2 in CCR2 z rakom endometrija pri ženskah turške populacije (Attar in sod., 
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2010). Polimorfizmem v genu CCL2 (rs1024611) je povezan s povečano dovzetnostjo za 
razvoj raka jajčnikov v kitajski populaciji (Li in sod., 2015). 
 
Kemokini imajo pomembno vlogo tudi v patofiziologiji astme. Polimorfizmi v genski 
regulativni regiji monocitnega kemoatraktantnega proteina 1 (CCL2) in v promotorski 
regiji RANTES povečajo izražanje teh kemokinov. Szalai in sod. (2001) so v raziskavi 
preučevali, ali je prisotnost polimorfizmov povezana z razvojem astme in ali ti aleli 
vplivajo na težo astme pri prizadetih posameznikih. Ugotovili so, da je pogostost 
polimorfizma rs1024611 v genskem regulacijskem območju CCL2 pri otrocih z astmo 
bistveno večja kot pri kontrolah. Homozigotni genotip CCL2 GG je bil povezan s težo 
astme. Pri otrocih z astmo je bil genotip GG na mestu rs1024611 CCL2 povezan tudi z 
višjim številom eozinofilcev v krvi. Raziskavo so zaključili z hipotezo, da bi omenjeni 
polimorfizem gena CCL2 lahko spadal med napovedni gen za astmo. Promotorski 
polimorfizmi v genu RANTES niso imeli zaznavnega učinka na dovzetnost za astmo ali na 
število eozinofilcev v krvi (Szalai in sod., 2001). 
 
Podobno so Izakovicova in sod. (2008) analizirali polimorfizem rs1024611 v CCL2 pri 
zdravih osebah in bolnikih z anafilasijo. Frekvence alela in genotipa se med bolniki in 
kontrolami niso bistveno razlikovale, kot se tudi niso pri naši raziskavi.  
 
V našo raziskavo smo vključili 1663 preiskovancev, od tega 1462 ljudi z alergijsko 
reakcijo po piku kožekrilca in 201 zdravih prostovoljcev, ki so nam služili kot kontrole. 
Razmerje spolov je bilo med bolniki in kontrolami enako razporejeno, in sicer 59 % oseb 
moškega spola ter 41 % oseb ženskega spola. Vsem preiskovancem smo uspešno določili 
genotip na mestu rs1024611 in preverjali statistično značilne razlike med različnimi 
skupinami.  
 
Najprej smo s pomočjo baze podatkov gnomAD preverjali, ali se podatki naše raziskave 
razlikujejo od podatkov v evropski populaciji oziroma natančneje v populaciji južne 
Evrope. Alelna razporeditev je potrdila, da se razporejenost alelov v naši analizi (A=74,9 %, 
G=25,1 % med bolniki in A=74,4 %, G=25,6 % med kontrolami) sklada z evropsko populacijo 
(A=72,5 %, G=27,5 %), še bolj pa se približa južnoevropski populaciji (A=74,5 %, G=25,5 %). 
Ta ugotovitev potrjuje, da je vzorec za analizo reprezentativen, ter da so osebe v študiji 
primerno in naključno izbrane. V celotni populaciji Evrope, kot Južne Evrope ali našega 
vzorca je bil v več kot 50 % prisoten genotip AA, sledil je heterozigot AG in z manj kot 10 
% homozigot GG. Statistično značilnih razlik med bolniki in zdravimi kontrolami ni bilo 
zaznati (2 test, p= 0,854, RO= 1,03).  
 
V nadaljevanju smo preverjali, ali se frekvence alelov A in G med spoloma razlikujejo. 
Primerjali smo vse ženske preiskovanke proti vsem preiskovancem moškega spola, vendar 
pri tem nismo delali razlik med bolniki in kontrolami. Deleži genotipov med spoloma so 
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bili primerljivi. Največ preiskovank (53,7 %) je imelo genotip AA, 38,1 % preiskovank je 
bilo na tem lokusu heterozigotov in 8,2 % homozigotov GG. Podobna razporeditev 
genotipov je bila pri moških preiskovancih, kjer je bilo 58,4 % moških homozigotov za 
alela AA, 35,4 % heterozigotov in 6,2 % homozigotov GG. Ta primerljiva razporejenost 
genotipov in alelov nam dokazuje, da spol ne vpliva na frekvenco genotipov.  
 
Nadalje smo se osredotočili na analizo teže alergijske reakcije glede na spol. Naredili smo 
pregled teže alergijske reakcije po Muellerju, ločeno po spolih. Rezultati so pokazali, da je 
imel največji delež bolnikov anafilaktično reakcijo stopnje IV, in sicer 45,9 % moških in 
34,4 % žensk. Sledila je stopnja III, in sicer 31,6 % moških in 32,1 % žensk. Le 10,0% 
moških in 11,5% žensk je imelo anafilaktično reakcijo stopnje II. Najmanj preiskovancev 
(6,1 % moških in 6,5 % žensk) pa reakcijo stopnje I. Veliko lokalno reakcijo je doživelo 
6,4 % moških in 15,5 % žensk. Analiza je pokazala, da med spoloma ni statistično 
značilnih razlik. Na to razporeditev lahko vpliva tudi dejstvo, da osebe z blažjimi 
kliničnimi znaki ne iščejo zdravniške pomoči tako pogosto, kakor jo osebe s hujšimi znaki 
bolezni. Zato se predvideva, da je v resnici delež ljudi v splošni populaciji, ki doživi 
anafilaktično reakcijo stopnje I in II mnogo višji. Nekateri avtorji v svojih raziskavah 
opazujejo drugačno porazdelitev bolnikov glede na stopnjo anafilaksije po Muellerjevi 
klasifikaciji. Worm in sod. (2014) so največjo zastopanost zaznali pri anafilaktični reakciji 
stopnje II, ki ji je sledila stopnja III po Muellerju. Najmanjši delež so zaznali pri stopnji IV 
po Muellerju. Majhen delež bolnikov je zastopalo stopnjo I po Muellerju, kar razložijo na 
način, da so bili respiratorni in/ali kardiovaskularni simptomi merila za vključitev v 
register, zato je bila stopnja I v tej populaciji premalo zastopana. Tudi Oropeza in sod. 
(2017) so poročali drugačno zastopanost bolnikov po anafilaktični reakciji glede na 
klasifikacijo po Muellerju od naše ali od Worm in sod. (2014) razporeditve. Največjo 
zastopanost so predstavljali bolniki s stopnjo anafilaktične reakcije po Muellerju I. Sledila 
ji je stopnja II ter nato stopnja IV. Najmanjši delež bolnikov je imel stopnjo reakcije po 
Muellerju III. Razlike v zastopanosti najverjetneje izhajajo iz premalo natančno določenih 
kriterijev Muellerjeve lestvice ali deleža bolnikov stopnje po Muellerju I, ki ne poiščejo 
zdravstvene pomoči.   
 
Sledila je analiza polimorfizma glede na težo alergijske reakcije po Muellerju in je 
predstavljala eno glavnih analiz magistrskega dela. Preverjali smo, ali različni genotipi 
rs1024611 (AA, AG, GG) vplivajo na težo alergijske reakcije. Fisherjev eksaktni test je 
pokazal, da statističnih razlik med različnimi genotipi in težo alergijske reakcije v naši 
raziskavi ni bilo. Razdelitev alelov med posameznimi stopnjami anafilaksije je bila 
primerljiva s kontrolno skupino in hkrati s celotno populacijo. Pri bolniki z najhujšo obliko 
anafilaksije, stopnjo IV, je bila razporeditev alelov A in G v razmerju 75,1 % proti 24,9 % 
(2 test, p=0,842, RO=1,03). Podobni rezultati so bili pri bolnikih s stopnjo III, kjer je bilo 
razmerje A in G 73,7 % proti 26,3 % (2 test, p=0,945, RO=1,01). Manjše razlike je 
zaznati pri stopnji I in II, vendar le-te niso statistično značilne, razlog lahko iščemo v 
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manjšem številu oseb znotraj teh dveh skupin. Razmerje pri bolnikih z stopnjo II je bilo 
78,7 % proti 21,3 % (2 test, p=0,182, RO=1,29), pri bolnikih z najlažjo stopnje I pa 70,3 
% proti 29,7 % (2 test, p=0,315, RO=0,82). Razdelitev alelov pri veliki lokalni reakciji je 
bila 74,4 % za alel A in 25,6 % za alel G (2 test, p=0,929, RO=0,98). Razmerje kontrolne 
skupine je bilo primerljivo, in sicer 74,4 % za alel A in 25,6 % za alel G.  
 
Ali obstaja povezava med genotipom in povzročiteljem alergijske reakcije (čebela, osa, 
sršen), smo preverjali v naslednji analizi. V analizo smo vključili le tiste bolnike, kjer je 
povzročitelj anafilaksije znan in je samo eden. Razmerje alelov pri kontrolah (A=74,4 %, 
G=25,6 %) se ni bistveno razlikovalo od razmerja pri bolnikih z alergijsko reakcijo po piku 
čebele (A=75,5 %, G=24,5 %), ose (A=74,2 %, G=25,8 %) ali sršena (A=74,9 %, G=25,1 
%).  
 
Nadaljnja analiza se je nanašala na vrednost specifičnih protiteles IgE glede na preiskovani 
polimorfizmom rs1024611 v genu CCL2. Analiza je bila narejena za vsakega kožekrilca, ki 
je povzročitelj alergijske reakcije posebej. Pri prvi analizi smo preverjali bolnike, kjer je 
alergijsko reakcijo povzročila čebela, in ugotovili, da imajo bolniki z genotipom GG nižje 
vrednosti sIgE kot preiskovanci z genotipom AA ali heterozigoti AG. Primerjava 
genotipov in vrednosti sIgE je pri bolnikih, kjer je alergijsko reakcijo povzročila osa, 
pokazala obraten rezultat in sicer, da so imeli homozigoti GG višje vrednosti sIgE, kot 
homozigoti AA. Hkrati so te vrednosti pri genotipih AA in AG ob piku ose na splošno 
nižje kot pri osebah z enakim genotipom, vendar ob piku čebele. Iz tega lahko sklepamo, 
da genotip GG na mestu rs1024611 vpliva na vrednosti sIgE po pikih žuželk, vendar bi 
morali za potrditev hipoteze eksperiment ponoviti na večjem številu vzorcev.  
 
Sledila je analiza polimorfizma glede na vrednosti triptaze, ki je eden od imunskih 
mediatorjev anafilaksije. Vrednosti triptaze smo imeli podane za 982 bolnikov, kjer pa 
statističnih razlik med preiskovanimi genotipi (AA, AG, GG) ni bilo zaznati.  
Nazadnje smo preverjali, če se koncentracije kemokina CCL2 v serumu razlikujejo med 
posameznimi genotipi rs1024611 (AA, AG, GG). Vrednosti CCL2 smo imeli podane za 
101 bolnika. Največja razlika je bila med skupinama z genotipoma AA in AG ter med 
genotipom GG, ki pa zaradi majhnega števila bolnikov z genotipom GG in hkrati podano 
vrednostjo za CCL2 ni statistično značilna. Vseeno pa analiza nakazuje možen vpliv 
genotipa GG na koncentracijo CCL2 v serumu, vendar bi bilo za potrditev teze potrebno 
ponoviti analizo na večjem številu bolnikov.  
 
Rezulate naše analize se skladajo z Li (2018), ki je v raziskavi primerjal porazdelitev 
polimorfizma rs1024611 v genu CCL2 med sladkornimi bolniki tipa 2 in kontrolami. 
Rezultati PCR-RFLP analize so pokazali, da se zastopanost genotipa GG med preiskovanci 
in kontrolno skupino bistveno razlikuje in da lahko genotip GG poveča tveganje za 
diabetično stopalo pri bolnikih s sladkorno bolznijo tipa 2. Dodatno so raziskali serumsko 
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raven proteina CCL2 v zbranih vzorcih in ugotovili povezavo med genotipom GG in 
koncentracijo proteina CCL2 pri sladkornih bolnikih z diabetičnim stopalom. Bolniki z 
genotipom GG so imeli višjo koncentracijo kemokina CCL2 v krvi v primerjavi z bolniki z 
genotipom AA. Med genotipom AA in genotipom AG ni bilo statistično pomembne 
razlike. Rezultate so razlagali na način, da lahko polimorfizem rs1024611 v genu CCL2 
vpliva na prepisovalno aktivnost gena in tako uravnava njegovo izražanje. Preko 
uravnavanja izražanja CCL2 lahko polimorfizem vpliva na nastanek in napredek bolezni 
diabetičnega stopala. Pri naši raziskavi do tega zaključka nismo prišli, nakazali smo le, da 
genotip GG na omenjenem mestu lahko vpliva na povišano izražanje kemokina CCL2, 
vendar povezave s stopnjo anafilakcije in genotipom GG na mestu rs1024611 nismo 
dokazali.  
 
Tudi Gunpinar in sod. (2017) so se v raziskavi identifikacije genskih označevalcev 
tveganja za nastanek agresivnega parodontitisa med drugim osredotočili na polimorfizem 
CCL2 na mestu rs1024611. Ugotovili so, da med bolniki in kontrolno skupino v 
porazdelitvi genotipov ni bilo zaznanih razlik, kot tudi pri naši raziskavi ne. Vendar so pri 
kontrolah z genotipom AA zaznali višje ravni izražanja mRNA gena CCL2 v primerjavi z 
bolniki z genotipoma AG in GG, kar se ne sklada z našimi ugotovitvami.  
 
Raziskava, v kateri smo preučevali vpliv polimorfizma rs1024611 v genu CCL2 na težo 
reakcije je pokazala, da omenjeni polimorfizem na težo alergijske reakcije ne vpliva. Teža 
bolezni je bila namreč neodvisna od omenjenega polimorfizma, prav tako nismo zaznali 
povezave med genotipom rs1024611 in triptazo, ter povzročiteljem anafilaksije. Študija je 
nakazala, da bi koncentracija CCL2 lahko imela povezavo z omenjenim genotipom, vendar 
je zaradi premajhnega števila oseb z znano koncentracijo ne moremo potrditi. Za potrditev 
hipoteze bi morali ta del raziskave ponoviti z večjim številom oseb. Tudi nekatere druge 
študije, kot je Li (2018) in Gunpinar in sod. (2017) so se že osredotočale na omenjeni 
polimorfizem in njegovo povezavo z izražanjem kemokina na večjem številu 
preiskovancev. Gunpinar in sod. (2017) so ugotovili, da je izražanje gena preko mRNA pri 
genotipih AG in GG nižje v primerjavi z genotipom AA, kar je v nasprotju z našo 
raziskavo. Medtem se ugotovitve Li (2018) skladajo z našimi ugotovitvami, da so bolniki z 
genotipom GG na mestu rs1024611 pokazali povečano izražanje kemokina CCL2 v 
primerjavi z osebami z genotipoma AA ali AG. Zaradi premajhnega števila preiskovancev 
v naši raziskavi in nasprotujočih si rezultatov ostale literature te hipoteze ne moremo 
potrditi.  
 
Ker v preiskovanem polimorfizmu rs1024611 nismo odkrili povezave med genotipi CCL2 
in težo anafilaksije, druge študije pa na takšno povezavo nakazujejo, bi bilo potrebno 
polimorfizem dodatno preveriti na večjem vzorcu. Zaradi do sedaj znanih podatkov o 
genetiki anafilaksije bi bilo npr. smiselno narediti tudi bolj podrobno raziskavo somatske 
mutacije D816V v genu KIT, ki spodbuja proliferacijo mastocitov pri bolnikih s klonalnimi 
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motnjami mastocitov, vključno z mastocitozo. Dodatno bi se bilo smiselno osredotočiti na 
gen ter na ponovitve v genu TPSAB1, saj so ugotovili, da je tveganje za najhujšo stopnjo 
anafilaksije pri ljudeh povezano z dednimi razlikami v številu kopij, ki kodirajo α-triptazo 
pri omenjenem genu. Ker ne poznamo kandidatnih genov, bi bila za identifikacijo 
genetskih dejavnikov, ki vplivajo na težo alergisjke reakcije, bolj primerna izvedba 
asociacijskih študij na ravni celotnega genoma (ang. Genome-Wide Association Studies; 
GWAS), kjer bi se osredotočili na več genov in polimorfizmov znotraj njih.  
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Ob začetku raziskovalnega dela smo si postavili delovne hipoteze, ki jih ob zaključku 
ovrednotimo ter jih na osnovi pridobljenih podatkov v naši nalogi potrdimo ali zavrnemo: 
Iz rezultatov, ki smo jih tekom raziskave pridobili na 1663 preiskovancih, lahko 
zaključimo, da polimorfizem v genu CCL2 na mestu rs1024611 ne vpliva na težo 
alergijske reakcije po pikih kožekrilcev. Osebe z določenim genotipom na tem lokusu niso 
bolj dovzetne za nastanek alergijske reakcije po pikih kožekrilcev. Kljub temu 
predpostavljamo, da genetika pomembno vpliva na potek anafilakcije, vendar gre za 
kompleksno lastnost, zato bi bilo za ugotavljanje genetskega ozadja in iskanje vzročnih 
genov oziroma polimorfizmov potrebno narediti širšo raziskavo, kot je asociacijska študija 
na ravni celotnega genoma. Podatki naše raziskave nakazujejo na možnost vpliva 
polimorfizma v genu CCL2 na koncentracijo citokina CCL2 v serumu. Rezultati kažejo 
razlike v koncentraciji citokina CCL2 predvsem pri genotipu GG, kjer so vrednosti 
koncentracije v primerjavi z ostalima dvema genotipoma (AA in AG) pri bolnikih višje, pri 
kontrolah pa nižje. Tudi Li (2018) je ugotovil podobno, njegova raziskava se sklada z 
našimi ugotovitvami, vendar si članki nekaterih drugih avtorjev med seboj nasprotujejo, 
zato bi bilo za potrditev ali zavrnitev hipoteze potrebno ta del raziskave ponoviti na večjem 
številu vzorcev. 
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Anafilaksija je življenjsko ogrožajoča sitemska preobčutljivostna reakcija, pretirana oblika 
alergijske reakcije na snovi ali dražljajev iz okolja, ki za večino ljudi ne predstavljajo 
nobene nevarnosti. Vseeno približno 2 % ljudi razvije pretiran in neustrezen imunski 
odziv, ki lahko ob neustreznih ukrepih privedejo do resnih zapletov. Med najpogostejše 
vzroke anafilaksije sodijo strupi žuželk (čebela, osa, sršen), na katere smo se v magistrski 
nalogi tudi osredotočili, anafilaksijo pa lahko povzročijo tudi določena hrana (oreščki, 
jajca, soja, mleko), zdravila ali lateks.  
 
Pri poteku bolezni imajo veliko vlogo efektorske celice anafilaksije. To so mastociti v 
tkivih in bazofilci v krvi, kjer ob pojavu preobčutljivostne reakcije pride do njihove 
degranulacije in sprostitve imunskih mediatorjev, kot so triptaza, histamin in serotonin. 
Mediatorji neposredno delujejo na različna tkiva in povzročajo alergijske simptome in 
resne klinične znake. Vplivajo na kardiovaskularni sistem, sistem dihal, kože in prebavil 
ter povzročajo izpuščaje, otekline, slabost, omotico, angioedem, težave z dihanjem, v 
najhujšem primeru tudi hipotenzijo ter izgubo zavesti. Klinične znake anafilaksije je leta 
1990 Mueller razvrstil v 4 stopnje, njegovo razdelitev anafilaksije glede na klinične znake 
uporabljamo še danes.  
 
Genetski dejavniki naj bi imelo pri pojavnosti anafilaksije pomembno vlogo, vendar gen 
ali geni, odgovorni za to še niso znani. Raziskava na miših je pokazala, da je nivo 
plazemskega histamina med različnimi linijami različen, prav tako se je razlikovala hitrost 
degranulacije, kar kaže na vpliv genetskega ozadja na poteka anafilaksije. Nekatere 
raziskave kažejo, da je nivo citokina CCL2 med anafilaksijo povišan, ter da vpliva na 
migracijo bazofilcev, zato smo se v magistrski nalogi osredotočili na gen CCL2, ter na 
polimorfizem, ki uravnava njegovo izražanje, bolj natančno na polimorfizem rs1024611. 
Omenjeni polimorfizem zaradi položaja v promotorju gena vpliva na njegovo izražanje.  
 
Pri našem delu smo poskušali ugotoviti, ali omenjeni polimorfizem rs1024611 v genu 
CCL2 vpliva na težo alergijske reakcije po piku kožekrilca. Iz biobanke Klinike Golnik 
smo pridobili 1663 klinično dobro opredeljenih vzorcev krvi, med katerimi je bilo 1462 
bolnikov in 201 zdravih kontrol. Iz vzorcev krvi smo izolirali DNA, preverili njeno 
kakovost in čistost ter z alelno diskriminacijo s PCR v realnem času določili genotipe oseb. 
Pri vseh preiskovancih smo uspešno določili genotip (homozigot AA, heterozigot AG, 
homozigot GG) in ga primerjali s težo alergijske reakcije po Muellerju. Na manjšem 
številu oseb, za katere smo imeli podatke o koncentraciji citokina CCL2, smo preverjali, ali 
obstaja povezava med koncentracijo citokina in genotipom preiskovanca.  
 
Rezultati raziskave so pokazali, da omenjeni polimorfizem nima vpliva na nastanek in težo 
alergijske reakcije. Dodatne analize so potrdile, da so frekvence genotipov razporejene 
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neodvisno od spola. Analiza prav tako ni pokazala statistično značilnih razlik za težo 
alergijske reakcije glede na spol ali povezave med genotipom in povzročiteljem alergijske 
reakcije med kožekrilci. Analiza genotipa v povezavi z vrednostmi specifičnih protiteles 
IgE je pokazala razlike med genotipi, pri čemer so imeli homozigoti GG nižje vrednosti 
sIgE ob izpostavljenosti čebeljega strupa in višje vrednosti sIgE ob izpostavljenosti osjega 
strupa kot genotipa AA in AG. Analiza polimorfizma je pokazala, da genotip ne vpliva na 
vrednosti triptaze med različnimi genotipi. Zaznali smo odstopanja pri genotipu GG glede 
na vrednosti citokina CCL2, pri čemer je genotip GG povezan z višjo koncentracijo CCL2 
v serumu, vendar zaradi majhnega števila preiskovancev z znano koncentracijo 
omenjenega citokina te teorije ne moremo potrditi kot statistično značilne (p>0,05).  
 
Za ugotovitev in natančno določitev genetskega ozadja anafilaksije bi bilo smiselno 
podobno raziskavo ponoviti, vendar bi bilo potrebno v raziskavo vključiti večje število 
genov in polimorfizmov, za kar bi bil bolj primeren pristop ugotavljanja kandidatnih genov 
na ravni celotnega genoma.  
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